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ABSTRAK 
Latar  Belakang  :  Biskuit  bayi  dengan  substitusi  tepung  labu  kuning  dan  tepung  ikan  patin 
merupakan salah satu inovasi dalam pemenuhan kebutuhan makanan bayi yang tinggi protein dan 
betakaroten.  Di  sisi  lain,  pemberian  makanan  tambahan  pada  bayi  dapat  menjadi  peluang 
masuknya mikroorganisme. Selama penyimpanan, biskuit mengalami penurunan mutu disebabkan 
oleh  peningkatan  jumlah  mikroorganisme.  Total  mikroorganisme  yang  melampaui  batas  pada 
biskuit bayi akan berbahaya apabila dikonsumsi. 
Tujuan : Mengetahui pengaruh lama penyimpanan terhadap kualitas mikrobiologi biskuit bayi 
dengan substitusi tepung labu kuning dan tepung ikan patin sebagai MP-ASI          
Metode : Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan acak lengkap satu 
faktor  yaitu  lama  penyimpanan  dengan  4  taraf  perlakuan  yaitu  0  minggu  (tidak  disimpan),  1 
minggu, 2 minggu dan 4 minggu. Setiap taraf  perlakuan dilakukan 3 kali pengulangan dan diukur 
secara duplo. Parameter yang diamati adalah Total Plate Count (TPC) dan Most Probably Number 
(MPN). Data dianalisis menggunakan uji one way ANOVA yang dilanjutkan dengan uji Tukey. 
Hasil : Lama penyimpanan biskuit bayi dengan substitusi tepung labu kuning dan tepung ikan 
patin berpengaruh  terhadap TPC (p= 0,002) dan MPN (p= 0,01). Nilai TPC  melampaui batas 
maksimal SNI, sedangkan  nilai MPN masih memenuhi syarat SNI. Nilai TPC dan MPN tertinggi 
biskuit dengan lama penyimpanan 4 minggu. 
Kesimpulan  :  Kualitas  biskuit  bayi  masih  belum  memenuhi  standar  SNI    dan  semakin  lama 
penyimpanan maka semakin menurun kualitas biskuit.                 
Kata kunci : Biskuit, lama penyimpanan, mikrobiologi 
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ABSTRACT 
Background  :  Baby  biscuit  with  substitution  of  pumpkin  flour  and  patin  flour  as  the 
complementary feeding  is one of  innovation in meeting the needs of baby food high in protein 
and beta-carotene. On the other hand, complementary feeding in infants could be a chance of 
microorganisms to entry. Therefore, it is important to know the microbiological quality of baby 
biscuits.  During  storage,  the  biscuit  is  severely  degraded  due  to  increased  number  of 
microorganisms. Total microorganisms that exceed the limit on baby biscuits will be dangerous if 
consumed. 
Objective : To know the effect of storage duration on the microbiological quality of baby biscuits 
with pumpkin flour and patin flour substitution as a complementary feeding. 
Methods : This study is a completely randomized design with a factor that is storage time with 4 
levels of treatment that is 0 (not stored), 1 week, 2 weeks and 4 weeks. Each level of treatment 
performed 3 repetitions and measured in duplicate. Parameters observed are  Total Plate Count 
(TPC)  and  Most  Probably  Number  (MPN).  Data  were  analyzed  using  one-way  ANOVA  test 
followed by Tukey test. 
Results : Storage duration of  baby biscuit with pumpkin flour and patin flour substitution effect 
on the test results of TPC (p = 0.002) and MPN (p = 0.01). TPC value exceeds the maximum limit 
of SNI whereas MPN test results are appropriate with SNI requirements. The highest TPC and 
MPN found at 4 weeks old store. 
Conclusion : Quality of baby biscuit still does not meet SNI standards and the longer the storage 
the more decreased the quality of biscuits. 
Keyword  : Biscuits, storage duration, microbiology 
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   PENDAHULUAN 
  Masa balita merupakan masa yang penting dalam perkembangan manusia, 
karena  pada  masa  ini  terjadi  pertumbuhan  dan  perkembangan  yang  akan 
mempengaruhi  kualitas  sumberdaya  manusia  dimasa  mendatang.
1  Pada  tahun 
pertama, pertumbuhan bayi berlangsung dengan cepat dengan dipengaruhi oleh 
berbagai  faktor  diantaranya  kesehatan,  lingkungan,  dan  makanan.  Makanan 
memegang peranan penting dalam kaitannya pemenuhan kebutuhan  gizi untuk 
pertumbuhan.
1 Seiring pertambahan umur bayi, kebutuhan bayi terhadap zat gizi 
semakin meningkat sedangkan kandungan zat gizi yang tersedia pada air susu ibu 
(ASI)  tidak  dapat  memenuhinya.  Oleh  karena  itu,  bayi  memerlukan  makanan 
tambahan  lain  atau  makanan  pendamping  lain  selain  air  susu  Ibu  atau  biasa 
disebut dengan makanan pendamping ASI (MP-ASI). Makanan pendamping ASI 
(MP-ASI)  merupakan  makanan  selain  ASI  yang  diberikan  untuk  bayi  setelah 
berumur 6 bulan.
2  
  Biskuit bayi merupakan salah satu MP-ASI yang diperuntukkan bagi bayi 
berusia  6  -  24  bulan.  Dibuat  dari  bahan  dasar  tepung  terigu  atau  tepung  lain 
seperti  serealia,  kacang-kacangan,  biji-bijian  yang  mengandung  minyak,  dan 
bahan  makanan  lain  yang  sesuai.
3  Biskuit  bayi  dengan  substitusi  tepung  labu 
kuning dan tepung ikan patin sebagai MP-ASI merupakan salah satu inovasi yang 
dilakukan dalam upaya pemenuhan kebutuhan MP-ASI yang mengandung tinggi 
protein  dan  betakarotein.  Bagi  bayi,  protein  berperan  dalam  pertumbuhan  dan 
pemeliharaan sel tubuh, sedangkan vitamin A untuk bayi berperan dalam fungsi 
sistem  kekebalan,  melindungi  sel-sel  epitel  lapisan  kulit,  sistem  penglihatan, 
membantu pertumbuhan, serta pembentukan tulang dan gigi.
2,4 Menurut penelitian 
sebelumnya diketahui perbandingan yang sesuai antara tepung labu kuning dan 
tepung ikan patin sebesar 1 : 3 sehingga biskuit bayi tersebut memiliki kandungan 
protein 13,796% dan betakaroten 5,407 mg/100g.
5 
  Pemberian  MP-ASI  pada  bayi  diharapkan  mempunyai  peranan  dalam 
rangka  pemenuhan  kebutuhan  gizi  bayi.  Akan  tetapi,  pemberian  makanan 
tambahan ( MP-ASI ) pada bayi selain dapat memenuhi kebutuhan zat gizi juga dapat  memberi peluang masuknya mikroorganisme merugikan ke dalam  tubuh 
bayi  yang  dapat  mengakibatkan  kesakitan  pada  bayi.  Di  negara  sedang 
berkembang, periode penyapihan berhubungan dengan peningkatan kejadian diare 
sebagai  akibat  konsumsi  makanan  pendamping  ASI  (  MP-ASI  )  yang 
terkontaminasi.  Suatu  penelitian  di  Nigeria  menemukan  adanya  kontaminasi 
mikroorganisme  pada  makanan  pendamping  ASI  (  MP-ASI  ).  Bakteri  yang 
mengkontaminasi makanan tersebut yaitu Eschericia coli, Staphylococcus Aureus, 
Bacillus  Sp.
6  Penelitian  lain  di  Malawi  menunjukan  sebanyak  48%  makanan 
terkontaminasi oleh Eschericia coli.
7 Di Bangladesh menunjukan 41% MP-ASI 
mengandung  Eschericia  coli  Enteropatogenik.
8  Penelitian  lain  di  Mesir 
menunjukan  43,7%  MP-ASI  terkontaminasi  Eschericia  coli  dan  di  Zimbabwe 
sebesar 16%.
9,10 Selain itu bakteri patogen lain yang ditemukan  yaitu  Bacillus 
cereus, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni, Salmonella, dan Shigella.
11 Pada 
produk  pangan  kering  seperti  biskuit  terdapat  kapang  dalam  jumlah  besar, 
terutama dalam bentuk spora yang akan menurunkan mutu biskuit.
12  
  Makanan  pendamping  ASI  (  MP-ASI  )  memiliki  ketentuan  yang  harus 
dipenuhi  yaitu  mengandung  zat  gizi  yang  diperlukan  bayi  serta  tidak  terdapat 
cemaran mikroorganisme patogen berkaitan dengan pencegahan kesakitan pada 
bayi.
1 Syarat kualitas biskuit bayi di  Indonesia telah dibakukan dalam Standar 
Nasional  Indonesia  (SNI  01-7111.2-2005),  dengan  pemeriksaan  cemaran 
mikroorganisme dalam biskuit bayi meliputi uji pemeriksaan Total Plate Count 
(TPC) dengan batas maksimal sebesar 1,0 x 10
4 koloni/g dan Most Probability 
Number  (MPN)  dengan  batas  maksimal  20/g.
3  Penghitungan  jumlah 
mikroorganisme  pada  makanan  merupakan  salah  satu  langkah  penting  dalam 
mengidentifikasi resiko makanan terhadap manusia setelah dikonsumsi.
13 TPC dan 
MPN  merupakan  suatu  metode  yang  digunakan  untuk  menentukan  jumlah 
mikroorganisme di dalam bahan pangan.
14 Total Plate Count (TPC) merupakan 
metoda  penentuan  jumlah  mikroorganisme  secara  keseluruhan  baik  kapang, 
khamir, maupun bakteri dalam suatu bahan. Metode MPN umumnya digunakan 
untuk menghitung bakteri yang terdapat pada suatu bahan pangan.
14    Produk pangan mempunyai batas waktu tertentu untuk dapat dikonsumsi 
secara  aman.  Hal  ini  dikarenakan  bahan  pangan  mengalami  penurunan  mutu 
mikrobiologis ditandai dengan nilai TPC dan MPN melebihi batas maksimal yang 
disebabkan  oleh  aktivitas  pertumbuhan  mikroorganisme  meningkat  selama 
penyimpanan.  Faktor-  faktor  yang  menyebabkan  meningkatnya  aktivitas 
pertumbuhan mikroba antara lain: nutrien, aktivitas air (Aw), waktu, suhu, nilai 
pH.
15 Waktu selama penyimpanan biskuit dimanfaatkan mikroorganisme untuk 
berkembang  biak,  terutama  bila  didukung  oleh  media  kaya  nutrien.  Adanya 
nutrien  dalam  biskuit  dijadikan  media  pertumbuhan  yang  baik  oleh 
mikroorganisme sehingga kurva pertumbuhan meningkat. Faktor lain yang dapat 
berpengaruh  yaitu  meningkatnya  kadar  air  pada  biskuit  sebagai  akibat 
permeabilitas pembungkus sehingga uap air dapat masuk ke dalam pembungkus 
selanjutnya  air meresap  kedalam biskuit.
16  Pada proses pemanggangan biskuit, 
suhu  yang  dicapai  biasanya  cukup  untuk  membunuh  mikroorganisme  dalam 
biskuit.
12 Pada penelitian sebelumnya pemanggangan biskuit menggunakan suhu 
± 150
0C.
5,17 
  Penelitian  ini  bertujuan  untuk  mengetahui  pengaruh  lama  penyimpanan 
biskuit bayi yang disubstitusi tepung labu  kuning dan tepung ikan patin terhadap 
Total Plate Count (TPC) dan Most Probably Number (MPN). 
 
METODE 
  Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian bidang Ilmu Gizi dengan 
konsentrasi pada Mikrobiologi Pangan yang dilaksanakan mulai bulan September 
hingga Oktober 2011 di Laboratorium Teknologi Pangan Jurusan Gizi Fakultas 
Ilmu  Kesehatan  Universitas  Muhammadiyah  Semarang  dan  Laboratorium 
Mikrobiologi Pangan Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 
Alam Universitas Negeri Semarang. 
  Pembuatan biskuit bayi menggunakan bahan utama tepung terigu dengan 
substitusi tepung labu kuning dan tepung ikan patin yang mengacu pada penelitian 
sebelumnya  dimana  diketahui  perbandingan  yang  terbaik  yaitu  perbandingan antara  tepung  labu  kuning  dan  tepung  ikan  patin  sebesar  1  :  3  dengan  bahan 
pendukung diantaranya margarin, gula halus, kuning telur, dan tepung maizena. 
Substitusi yang dilakukan dengan mengganti sebagian bahan utama yaitu tepung 
terigu  sebanyak  30%,  penggunaan  bahan-bahan  yang  lain  tetap  sama 
penggunaannya  (margarin,  gula  halus,  kuning  telur,  tepung  maizena).
5 
Pengemasan dan penyimpanan biskuit disesuaikan dengan kebiasaan yang terjadi 
dirumah tangga. Biskuit dibungkus menggunakan plastik jenis Polypropylene (pp) 
kemudian biskuit disimpan di atas meja. 
  Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan acak 
lengkap satu faktor yaitu lama penyimpanan biskuit terhadap nilai TPC dan MPN 
biskuit  dengan  4  variasi  perlakuan  yaitu  biskuit  0  hari  (tidak  disimpan),  lama 
penyimpanan 1 minggu, 2 minggu dan 4 minggu. Pengujian biskuit dilakukan 
secara duplo dengan tiga kali pengulangan pada setiap perlakuan.  
  Variabel  bebas  yang  ditentukan  dalam  penelitian  ini  adalah  lama 
penyimpanan biskuit sedangkan variabel terikat nilai TPC dan MPN. Total Plate 
Count  (TPC)  merupakan  metoda  pendugaan  jumlah  mikroorganisme  secara 
keseluruhan dalam suatu bahan. Analisis TPC menggunakan media Plate Count 
Agar (PCA) dengan menanam satu gram sampel yang telah diencerkan ke dalam 
cawan petri, kemudian di inkubasi.
18 Hasil hitung berupa koloni (cfu) per ml/g. 
Metode MPN umumnya digunakan untuk menghitung jumlah bakteri, Analisis 
metode Most Probably Number (MPN) menggunakan media Lactose Broth (LB) 
pada tabung reaksi dengan tabung durham seri 3-3-3. Menanam satu gram sampel 
yang telah diencerkan, selanjutnya dipipet ke dalam larutan fisiologis kemudian 
dipindahkan pada masing  –  masing  tabung berisi  tabung durham  kemudian di 
inkubasi.  Setelah  inkubasi  terjadi  pertumbuhan  bakteri  pada  tabung  yang 
dinyatakan  sebagai  tabung  positif.  Kombinasi  tabung  positif  Selanjutnya 
dicocokkan dengan tabel MPN.
14 
  Data dianalisis menggunakan program komputer SPSS 17 for windows dan 
diuji  statistik  dengan  one  way  ANOVA  dengan  derajat  kepercayaan  95%  yang 
dilanjutkan dengan uji Tukey. 
 HASIL 
1.  Total Plate Count ( TPC ) 
  Nilai TPC pada biskuit bayi dengan substitusi tepung labu kuning 
dan tepung ikan patin pada lama penyimpanan tertentu dapat dilihat pada 
Tabel 1. 
 
                    Tabel 1. Hasil Analisis TPC pada Biskuit Bayi 
Lama Penyimpanan  Total Plate Count ( cfu/g ) 
0 hari  5,60 x 10
7 ± 0,44 x 10
7b 
1 minggu  7,73 x 10
7 ± 1,32 x 10
7b 
2 minggu  13,67 x 10
7 ± 4,52 x 10
7b 
4 minggu  193,33 x 10
7 ± 90,36 x 10
7a 
  p = 0,002* 
                                             Keterangan: Huruf yang berbeda dibelakang angka menunjukkan beda nyata. 
   
  Hasil analisis Total Plate Count (TPC) pada Tabel 1 menunjukkan 
nilai TPC memiliki kecenderungan hubungan  yang  positif dengan lama 
penyimpanan biskuit. Semakin lama biskuit bayi disimpan maka nilai TPC 
pada biskuit bayi dengan substitusi tepung labu kuning dan tepung ikan 
patin semakin meningkat (p= 0,002). Nilai tertinggi dari TPC biskuit bayi 
dengan substitusi tepung labu kuning dan tepung ikan patin terjadi pada 
lama penyimpanan biskuit selama 4 minggu yaitu sebesar 193,33 x 10
7 
cfu/g.  Meskipun  demikian,  pada  lama  penyimpanan  0  hari  (tidak 
disimpan)  nilai  TPC  biskuit  5,60  x  10
7  cfu/g  telah  melampaui  batas 
maksimal  persyaratan biskuit  bayi  SNI 01-7111.2-2005  yaitu 1,0 x 10
4 
cfu/g.  
 
2.  Most Probably Number ( MPN ) 
  Nilai MPN pada biskuit bayi dengan substitusi tepung labu kuning 
dan tepung ikan patin dengan berbagai variasi lama penyimpanan dapat 
dilihat pada Tabel 2. 
                    
  Tabel 2. Hasil Analisis MPN pada Biskuit Bayi 
Lama Penyimpanan  Most Probably Number ( /g  ) 
0 hari  1,10 ± 0,40
b 
1 minggu  1,87 ± 0,32
b 
2 minggu  3,50 ± 1,06
ab 
4 minggu  9,63 ± 4,67
a 
  p = 0,01* 
                                             Keterangan: Huruf yang berbeda dibelakang angka menunjukkan beda nyata. 
   
  Berdasarkan Tabel 2 diketahui bahwa nilai MPN meningkat seiring 
lamanya  penyimpanan  biskuit.  Penyimpanan  biskuit  selama  4  minggu 
memiliki nilai MPN tertinggi sebesar 9,63 per gram. Dari analisis statistik 
diketahui bahwa lama penyimpanan biskuit bayi yang disubstitusi tepung 
labu  kuning  dan  tepung  ikan  patin  berpengaruh  terhadap  nilai  MPN 
(p=0.01).  
  Gambar  1  menunjukkan  kecenderungan  nilai  MPN  pada  biskuit 
bayi  dengan  substitusi  tepung  labu  kuning  dan  tepung  ikan  patin  yang 
meningkat setiap minggunya. Nilai tersebut masih memenuhi standar SNI 
01-7111.2-2005 yang menyatakan batas maksimal nilai MPN sebesar 20 
per gram. Pada Gambar 1 juga dapat diketahui bahwa kurva hubungan 
lama  penyimpanan  dengan  nilai  MPN  pada  biskuit  mempunyai  bentuk 
kurva  exponensial  dengan  persamaan  Y=  0,4843e
0,7138x  dengan  R
2  = 
0,9761. Pada kurva ini nilai MPN mempunyai kecenderungan meningkat 
secara eksponensial setiap minggunya.         
Gambar  1.  Grafik  hubungan  antara  lama  penyimpanan  biskuit  bayi  dengan  nilai  Most 
Probably Number (MPN)  
 
PEMBAHASAN 
 
A.  Total Plate Count ( TPC ) 
  Total  Plate  Count  (TPC)  merupakan  suatu  metoda  pendugaan 
jumlah  koloni  mikroorganisme  secara  keseluruhan  dalam  suatu  bahan 
pangan  maupun  hasil  olahannya.
19  Koloni  yang  tumbuh  menunjukkan 
jumlah seluruh mikroorganisme yang ada di dalam bahan pangan seperti 
bakteri, kapang, dan khamir.
14 Metoda ini dapat menggambarkan kualitas 
mikrobiologi pada bahan pangan, apabila nilai TPC tinggi maka kualitas 
mikrobiologi  pangan dianggap  rendah karena tingginya nilai  TPC pada 
pangan mengindikasikan jumlah mikroorganisme yang banyak, sehingga 
dapat membahayakan konsumen. 
  Berdasarkan  hasil  penelitian  menunjukan  nilai  TPC  biskuit  bayi 
yang  disubstitusi  tepung  labu  kuning  dan  tepung  ikan  patin  tertinggi 
terdapat pada lama penyimpanan 4 minggu sebesar 193,33 x 10
7 cfu/g. 
Bila dibandingkan dengan syarat maksimal nilai TPC SNI 01-7111.2-2005 
nilai  TPC  biskuit  telah  melampaui  batas  maksimal  pada  lama 
penyimpanan 0 hari (tidak disimpan) dengan nilai TPC 5,60 x 10
7 cfu/g. 
Batas  maksimal  persyaratan  biskuit  bayi  SNI  01-7111.2-2005  yaitu 
1,0x10
4 cfu/gram.
3 Tingginya TPC biskuit disebabkan masih terdapatnya 
1.10
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lama penyimpanan
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Expon. (MPN)mikroorganisme  pada  biskuit.  Penelitian  sebelumnya  melaporkan  nilai 
TPC pada biskuit tempe - bekatul pada lama penyimpanan 0 hari sebesar 
1,4 x 10
4 cfu/g.
20 
  Kerusakan  mikrobiologis  pada  produk  pangan  kering,  seperti 
biskuit  umumnya  disebabkan  oleh  kapang.
12  Selama  pemanggangan 
sejumlah mikroorganisme pada biskuit berkurang jumlahnya, namun spora 
mikroorganisme masih hidup.
12 Tingginya nilai TPC pada biskuit dapat 
dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya biskuit  mengandung kaya 
akan nutrien yang merupakan media tumbuh dan berkembang yang baik 
bagi  mikroorganisme.
21  Selain  itu,  adanya  kontaminasi  dari  kapang 
melalui udara yang berspora kapang yang masuk pada waktu pendinginan 
biskuit,  sebelum  pembungkusan,  maupun  melalui  plastik  pembungkus 
biskuit.
12  Suatu  penelitian  melaporkan  terdapat  mikroorganisme  jenis 
kapang pada kacang hijau yang disimpan pada plastik sebanyak 8,11 x 10
5 
cfu/gram.
22 Penelitian lain juga menyatakan susu kedelai yang disimpan 
menggunakan plastik memiliki total bakteri yang lebih banyak dibanding 
susu kedelai yang disimpan menggunakan botol.
23 
  Pengolah makanan memegang peranan penting  dalam keamanan  
makanan, karena berpotensi untuk menularkan penyakit melalui makanan 
atau  minuman  yang  diolah  dan  disajikan  kepada  orang  yang 
mengkonsumsi,  atau  dikenal  dengan  sebutan  kontaminasi  silang. 
Kontaminasi  silang  merupakan  kontaminasi  yang  terjadi  karena  adanya 
kontak langsung atau tidak langsung antara satu benda dengan benda lain. 
Oleh karena itu kebersihan perorangan (personal  hygiene) penting bagi 
pengolah makanan dalam rangka pencegahan penyakit.
24 
  Pada  lama  penyimpanan  yang  berbeda  terdapat  pengaruh  yang 
nyata terhadap nilai TPC (p= 0,002). Semakin lama biskuit disimpan maka 
pertumbuhan  mikroorganisme  akan  semakin  meningkat.  Selama 
penyimpanan  aktivitas  air  meningkat  oleh  karena  adanya  uap  air  yang 
masuk  melalui  plastik  sehingga  kapang  semakin  mudah  tumbuh  dan 
berkembang dalam kadar air yang cukup.
16  B.  Most Probably Number ( MPN ) 
  Nilai MPN biskuit bayi yang disubstitusi tepung labu kuning dan 
tepung  ikan  patin  sampai  dengan  lama  penyimpanan  4  minggu  masih 
memenuhi  syarat  SNI  01-7111.2-2005  yang  menyatakan  batas  MPN 
maksimum pada biskuit sebesar 20 per gram dengan nilai MPN biskuit 
tertinggi pada lama penyimpanan 4 minggu sebesar 9,63 per gram dan 
terjadi  kenaikan  secara  exponensial  antara  nilai  MPN  dengan  lama 
penyimpanan biskuit.  
  Kandungan  air  biskuit  setelah  proses  pemanggangan  rendah 
sehingga sebagian bakteri mati. Oleh karena itu, pada lama penyimpanan 0 
hari (tidak disimpan) nilai MPN biskuit rendah. Seiring lama penyimpanan 
biskuit terjadi peningkatan jumlah bakteri pada biskuit. Keadaan biskuit 
kaya  akan  nutrien  menjadi  salah  satu  faktor  yang  berpengaruh  karena 
merupakan media yang baik untuk pertumbuhan bakteri. Semua bakteri 
yang  tumbuh  pada  makanan  membutuhkan  zat  organik  untuk 
pertumbuhannya.  Dalam  metabolismenya  bakteri  ini  menggunakan 
protein,  karbohidrat,  dan  lemak  sebagai  sumber  energi  untuk 
pertumbuhannya.  Bakteri  menggunakan  komponen  organik  yang 
mengandung nitrogen sebagai sumber nitrogennya.
14 Penggunaan nutrien 
yang  terdapat  pada  biskuit  oleh  mikroorganisme  semakin  lama  dapat 
menurunkan  kualitas  zat  gizi  biskuit.
12  Telah  dilaporkan  penelitian 
sebelumnya bahwa  terjadi  penurunan protein pada kacang hijau selama 
penyimpanan  yang  diakibatkan  oleh  aktifitas  bakteri.
22  Terdapatnya 
nutrien  dalam  biskuit  maka  akan  terjadi  pertumbuhan  bakteri  secara 
maksimal  dan  kurva  pertumbuhannya  meningkat.  Faktor  lain  yang 
mempengaruhi  yaitu  peningkatan  aktivitas  air  oleh  karena  adanya  uap 
masuk  melalui  permeabilitas  plastik  sehingga  bakteri  semakin  mudah 
tumbuh dan berkembang.
16 
  Media yang digunakan pada pengujian MPN ini digunakan media 
Lactose  Broth  (LB),  dimana  hanya  bakteri  yang  dapat  memfermentasi 
laktosa  saja  yang  dapat  tumbuh.  Adanya  bakteri  yang  memfermentasi laktosa pada pengujian ditandai dengan adanya gas pada tabung durham.
14 
Umumnya  metode  ini  digunakan  untuk  mendeteksi  adanya  bakteri 
Koliform. Koliform merupakan suatu grup bakteri yang terkandung dalam 
jumlah  banyak  pada  kotoran  manusia  dan  hewan,  sehingga  bakteri  ini 
sering  dipakai  sebagai  indikator  dari  kualitas  makanan,  air,  dan  juga 
bakteri ini dipakai sebagai indikator dari kontaminasi kotoran.
14 Bakteri ini 
dapat  mengakibatkan  gangguan  pencernaan.
25  Salah  satu  anggota 
kelompok  Koliform  adalah  Eschericia  coli  Enteropatogenik,  bakteri  ini 
dilaporkan  menjadi  penyebab  terjadinya  diare  pada  negara  sedang 
berkembang.  Sebanyak  7-8  kali  setahun  anak-anak  di  negara  sedang 
berkembang terserang diare, 3 diantaranya disebabkan oleh Eschericia coli 
Enteropatogenik.
26,27  Bakteri  ini  dilaporkan  penyebab  25%  kasus  diare 
pada  bayi  kaitannya  dalam  pemberian  makanan  pendamping  ASI  pada 
bayi.
28 
  Periode  pemberian  makanan  pendamping  ASI  (MP-ASI) 
merupakan suatu periode waktu yang penting dalam perkembangan bayi, 
dimana bayi mulai dikenalkan makanan  yang lebih padat. Namun pada 
waktu  yang  bersamaan  imunitas  bayi  juga  dalam  perkembangan  oleh 
karena  itu  pemberian  makanan  pendamping  ASI  (MP-ASI)  harus 
diperhatikan  keamanannya  dalam  upaya  pencegahan  masuknya  bakteri 
patogen yang menyebabkan penyakit.
28  
  Hasil analisis statistik menyatakan lama penyimpanan dari biskuit 
bayi  yang  disubstitusi  tepung  labu  kuning  dan  tepung  ikan  patin 
mempengaruhi nilai MPN (p= 0,01). Pada Gambar 1 menunjukkan kurva 
hubungan lama penyimpanan terhadap jumlah bakteri pada biskuit bayi 
yang  mempunyai  kecenderungan  meningkat  secara  exponensial  dengan 
persamaan Y = 0,4843e
0,7138x dan R
2 = 0,9761. Dari persamaan tersebut 
dapat  ditentukan  umur  simpan  biskuit  bayi  berdasarkan  nilai  MPN 
maksimal yang dipersyaratkan SNI 01-7111.2-2005 sebesar 20 per gram 
yaitu  5  minggu.
  Namun  demikian,  umur  simpan  ini  tidak  dapat 
dipergunakan karena biskuit yang dihasilkan masih mengandung kapang dan  khamir.  Dengan  demikian  diperlukan  penelitian  lebih  lanjut  untuk 
mengurangi  kapang  dan  khamir  pada  biskuit  bayi  setelah  proses 
pemanggangan.
12 
 
SIMPULAN DAN SARAN 
A.  Simpulan 
1.  Total Plate Count (TPC) biskuit bayi dengan substitusi tepung labu 
kuning  dan  tepung  ikan  patin  melebihi  dari  nilai  TPC  yang 
dipersyaratkan  oleh  SNI  01-7111.2-200,  tetapi  untuk  nilai  Most 
Probability Number (MPN)  masih memenuhi persyaratan.  
2.  Semakin lama penyimpanan biskuit bayi dengan substitusi tepung 
labu kuning dan tepung ikan patin maka nilai Total Plate Count 
(TPC) dan Most Probability Number (MPN) semakin meningkat.   
B.  Saran 
1.  Diperlukan penyimpanan biskuit menggunakan pembungkus yang 
memiliki permebilitas rendah agar uap air tidak masuk. 
2.  Diperlukan penelitian lanjutan mengenai metoda untuk mengurangi 
jumlah mikroorganisme pada biskuit agar memenuhi syarat mutu 
mikrobiologis sesuai Standar Nasional Indonesia. 
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   Lampiran  1.  Hasil  Pengujian  Laboratorium  Total  Plate  Count  (  TPC  )  dan  Most 
Probably Number (MPN) 
1.  Jenis Pengujian : Total Plate Count ( TPC ) 
No  Perlakuan 
Ulangan ( koloni/gram ) 
Rata – rata  SD 
Ulangan I  Ulangan II  Ulangan III 
1  0 hari  
(tdk disimpan)  5,3 x 10
7  6,1 x 10
7  5,4 x 10
7  5,60 x 10
7  ± 0,44 x 10
7 
2  1 minggu  8,9 x 10
7  8,0 x 10
7  6,3 x 10
7  7,73 x 10
7  ± 1,32 x 10
7 
3  2 minggu  18,4 x 10
7  13,2 x 10
7  9,4 x 10
7  13,67 x 10
7  ± 4,52 x 10
7 
4  4 minggu  246 x 10
7  245 x 10
7  89 x 10
7  193,33 x 10
7  ± 90,36 x 10
7 
 
2.  Jenis Pengujian : Most Probably Number ( MPN ) 
No  Perlakuan 
Ulangan ( /gram ) 
Rata – rata  SD 
Ulangan I  Ulangan II  Ulangan III 
1  0 hari  
( tdk disimpan)  0,7  1,1  1,5  1,10  ± 0,40 
2  1 minggu  2,0  1,5  2,1  1,87  ± 0,32 
3  2 minggu  3,9  2,3  4,3  3,50  ± 1,06 
4  4 minggu  7,5  6,4  15,0  9,63  ± 4,67 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Lampiran 2. Hasil Analisis Statistik TPC dan MPN 
Descriptives 
     
    N  Mean  Std. Deviation  Std. Error 
TPC  0 hari  3  5.600  .4359  .2517 
1 minggu  3  7.733  1.3204  .7623 
2 minggu  3  13.667  4.5181  2.6085 
4 minggu  3  193.333  90.3567  52.1675 
Total  12  55.083  91.9142  26.5333 
MPN  0 hari  3  1.100  .4000  .2309 
1 minggu  3  1.867  .3215  .1856 
2 minggu  3  3.500  1.0583  .6110 
4 minggu  3  9.633  4.6801  2.7021 
Total  12  4.025  4.0609  1.1723 
ANOVA 
    Sum of Squares  df  Mean Square  F  Sig. 
TPC  Between Groups  76557.077  3  25519.026  12.469  .002 
Within Groups  16373.360  8  2046.670     
Total  92930.437  11       
MPN  Between Groups  134.829  3  44.943  7.720  .010 
Within Groups  46.573  8  5.822     
Total  181.402  11       
 Homogeneous Subsets 
TPC 
Tukey HSD
a 
lama 
penyimpana
n 
  Subset for alpha = 0.05 
N  1  2 
0 hari  3  5.600   
1 minggu  3  7.733   
2 minggu  3  13.667   
4 minggu  3    193.333 
Sig.    .996  1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 
MPN 
Tukey HSD
a 
lama 
penyimpana
n 
  Subset for alpha = 0.05 
N  1  2 
0 hari  3  1.100   
1 minggu  3  1.867   
2 minggu  3  3.500  3.500 
4 minggu  3    9.633 
Sig.    .633  .057 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 
 Lampiran 3. Proses Pembuatan Tepung Ikan Patin dan Tepung Labu Kuning 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
Dicuci  
Dibersihkan isi 
perut 
Ikan patin 
Diambil 
dagingnya 
Dikukus  
Diangin-
anginkan 
Dipres  
Dioven dengan 
suhu ± 70 
0C 
 
Dihaluskan  
Diayak  
Tepung ikan 
patin 
Labu kuning 
Dikupas 
Dicuci 
Diiris tipis 
Dioven dengan 
suhu ± 70 
0C 
Diangin-
anginkan 
Dihaluskan  
Diayak  
Tepung labu 
kuning Lampiran 4. Proses Pembuatan Biskuit Bayi dengan Subtitusi Tepung Labu Kuning 
dan Tepung Ikan Patin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pencampuran margarin, gula 
halus, kuning telur 
Pengocokan 
Pencampuran hingga rata 
Penambahan tepung terigu, tepung ikan 
patin, dan tepung labu kuning 
Pengadukan sampai terbentuk 
adonan 
Pencetakan 
Pemanggangan 
Biskuit bayi Lampiran 5. prosedur pengujian Total Plate Count ( TPC )  
 
A.  Prosedur  
1.  Satu gram sample dimasukan dalam wadah steril 
2.  Satu ml suspensi pengenceran 10
-1 tersebut dipindahkan dengan pipet steril ke 
dalam larutan 9 ml BPW untuk mendapatkan pengenceran 10
-2 
3.  Di buat pengenceran 10
-3, 10
-4, 10
-5 dan seterusnya dengan cara yang sama 
seperti pada butir dua 
4.  Selanjutnya sebanyak satu ml suspensi dari setiap pengenceran di masukan ke 
dalam cawan petri secara duplo 
5.  Di  tambahkan  10  ml  sampai  dengan  15  ml  PCA  yang  sudah  didinginkan 
hingga temperatur 45
0C ± 1
0C pada masing – masing cawan yang sudah berisi 
suspensi. Agar larutan contoh dan media PCA tercampur seluruhnya, cawan 
diputar  ke  depan  dan  ke  belakang  atau  membentuk  angka  delapan  dan 
didiamkan sampai menjadi padat. 
6.  Inkubasi pada temperatur 34
0 C sampai dengan 37
0 C selama 24 jam sampai 
dengan 28 jam dengan meletakan cawan pada posisi terbalik. 
B.  Penghitungan jumlah koloni 
Dihitung jumlah koloni pada setiap seri pengenceran kecuali cawan petri yang berisi 
koloni menyebar. Pilih cawan yang mempunyai jumlah koloni 25 sampai dengan 250. 
C.  Interpretasi Hasil 
1.  Cawan dengan jumlah koloni kurang dari 25 
Bila cawan duplo dari pengenceran terendah menghasilkan koloni kurang dari 
25,  dihitung  jumlah  yang  ada  pada  cawan  dari  setiap  pengenceran.  Rerata 
jumlah  koloni  percawan  dan  kalikan  dengan  faktor  pengencerannya  untuk 
menentukan nilai TPC.   
2.  Cawan dengan jumlah koloni lebih dari 250 
Bila jumlah koloni per cawan lebih dari 250,  dihitung koloni- koloni pada 
cawan untuk memberikan gambaran penyebaran koloni secara representatif. 
 
 
 
 
 Lampiran 6. prosedur pengujian Most Probable Number ( MPN ) 
A.  Uji Penduga  
1.  Satu  gram  contoh  padat  dan  semi  padat  ditimbang  atau  ukur  contoh  cair 
sebanyak satu ml secara aseptik kemudian dimasukan dalam wadah steril 
2.  Satu  ml larutan pengencer 10
-1  tersebut  dipindahkan  dengan pipet  steril ke 
dalam larutan BPW 0,1% untuk mendapatkan pengenceran 10
-2 dengan cara 
yang sama seperti diatas dibuat pengenceran 10
-3  
3.  Pipet  masing  -  masing  satu  ml  dari  setiap  pengenceran  ke  dalam  tiga  seri 
tabung LB yang berisi tabung durham 
4.  Inkubasi pada temperatur 35
0 C selama 24 jam sampai dengan 48 jam 
5.  Diperhatikan  adanya  gas  yg  terbentuk  didalam  tabung  durham.  Hasil  uji 
dinyatakan positif apabila terbentuk gas 
B.  Interpretasi Hasil 
Banyaknya  koliform  yang  terdapat  dalam  contoh  uji  diinterpretasikan  dengan 
mencocokan kombinasi jumlah tabung yang memperhatikan hasil positif, berdasarkan 
tabel nilai MPN. Kombinasi yang diambil, dimulai dari pengenceran tertinggi yang 
masih menghasilkan semua tabung positif, sedangkan pada pengenceran berikutnya 
terdapat tabung yang negatif. Kombinasi yang diambil terdiri dari tiga pengenceran. 
Nilai MPN contoh dihitung sebagai berikut. 
 
MPN contoh = nilai MPN tabel x faktor pengenceran yang ditengah  
                100 
 
 